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ヒ ト末棺血 丁細胞 を O K T 8(sup pre ss o r/cytotoxic) お よ び O K T 4(helpe r/indu c e r) 単ク ロ
ー ン
抗体 と補体 で処理 す る こ と に よ り, それ ぞれ , O K T 4陽性 (O K T 4
+) 細胞, O K T8 陽性 (O K T 8
+) 細
胞に富む細胞群に 識別 した . そ れ ぞ れ の T 細胞サ ブセ ッ トの B細胞 の免疫グロ ブ リ ン産生細胞 へ の 分化調
節能 は No c a rdia w ater s oluble mitoge n(N W SM) と poke w e ed mitogen (P W M) を用 い る 刺激培養
系で比較 した. B 細胞 に よ る免疫 グロ ブ リ ン の 合成, 分泌 は螢光抗体法 に よ る細胞質内免疫グロ ブ リ ン保
有細胞数と ラテ ック ス 近赤外比濁法に よ る培養液中の免疫グロ ブ リ ン 量の 測定 に よ り評価 し た. そ れ ぞ れ
の T 細胞 サ ブセ ッ トの ヘ ル パ ー 活性 を見る た め, B細胞 に T 細胞 を添加 し免疫グロ ブリ ン産 生細胞数と免
疫グロ ブ リ ン 量 に て評価 した. N W S M刺激系で は O K T 4+ , O K T 8+サ ブセ ッ トの い ずれ も が免疫 グ ロ ブ
リ ン産 生細胞数, 免疫グロ ブリ ン量 と も に著名 な増加 を示 した . P W M刺激系で は, O K T 4
+ サ ブ セ ッ トの
みが B細胞分化に対 し ヘ ル パ ー 能 を発揮 し, OE.T 8
+ サ ブセ ッ トに は ヘ ル パ
ー 能の作用 はみ ら れ な か っ た .
免疫 グロ ブ リ ン産生細胞数の減少, 免疫グロ ブ リ ン 量の低下 をうなが す T 細胞の サ プ レ ツ サ ー 活性 を評価
す るた め ヘ ル パ ー 細胞の存在 の も と で 観察 した. P W M刺激系で は O K T 8
+ サ ブセ ッ トは著名な免疫 グロ ブ
リ ン 産生細胞数あ る い は 免疫グ ロ ブ リ ン 量の減少 を示 したが , O K T 4+サ ブ セ ッ トに は そ の よう な作用 はな
か っ た . 一 方 N W S M刺激系で は O K T 8+ある い は O K T 4十サ ブセ ッ ト どち ら に お い て も有意の B細胞分
化の抑制は み られ な か っ た . さ ら に O K T 4+細胞 と OK T 8
+細胞の 細胞間相互作用 に よ る B 細胞分化 の 抑
制作用 を見る た め, あら か じめ PW M で刺激培養 した T 細胞 を, N W S M刺激培養系に 移し, そ の 機能 を
解析 した . 未処理 O E T 4十細胞と O K T 8十細胞の組 み合せ で は免疫 グ ロ ブ リ ン塵生 細胞数, 免疫 グ ロ ブ リ ン
童と も に 減少はみ られ な か っ た . しか し P WM 前処理 O K T 4
+細胞 と O K T 8+細胞 の組 み合 せで は明ら か
に 免疫 グ ロ ブ リ ン 産生細胞数, 免疫グロ ブ リ ン 量の 減少 を示 し た. 以 上 の 結果 は N W SM それ 自身に は T
細胞の サ プ レ ツ サ ー 活性 は誘導で きな い けれ ども, あ らか じめ P W M で前処理 され た O K T 4
十細胞が あ れ
ば O K T 8+細胞は B 細胞分化 を抑制す る こ と, また こ の系 で は P W M前処理 O K T 4+細胞は O K T 8+細胞
に よる抑制作用 の発現 に 必要である とい う こ と を示 唆し て い る.
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ヒ トT細胞サ ブセ ッ ト に よ る免疫グロ ブ リ ン 産生 の調節
ヒ ト B 細胞 は, 抗 原 刺激 や poke w e ed mitoge n
(P W M) な どの B 細胞 マ イ ト ジ ュ ン の刺激に よ り増
殖･ 分化 し, 免疫 グ ロ ブリ ン産生細胞(im munoglobulin
pr odu cing c ell, 以下Ig -P C)と なる . B細胞 のIg- PC
へ の 分化過程 に は, マ ク ロ フ ァ ー ジや T 細胞が調節的
に 関与す る こ と が明 らか と な っ て い る1ト 3). B 細胞 マ イ
ト ジ ェ ン を用 い た invitro の解析に よ り, 種 々 の免疫
不全症4)や syste miclupu s erythe m ato s u s(SL E)
5)な
どの 自 己免疫疾患 の免疫反応答調節機構の異常が細胞
レ ベ ル で観察さ れ て い る. P W M は, B, T 細胞の分裂
を促進 する作 用 が あ り, さ ら に B細胞 をIg -P Cへ と誘
導す る6卜 9). P W M刺激 に よる B 細胞 の分化に は ヘ ル パ
ー T 細 胞 の 存在 が 必 要 で あ り, P W M は Tc ell
depe ndent a ctiv ato r
l O)11〉と考 えら れ て い る. No c a rdia
opa c a
1 2)1 3)よ り得られ る水溶性成分の No c a rdia w ater
soluble mitogen(N W S M) は, ヒ ト B 細胞 の 分裂,
Ig
-P Cへ の 分化 を促す作用 が ある1 3)～ 1 5)
.
N W S M刺激
に よる B 細胞の分化に は T 細胞の 存在が必要でな い と
考え られ てい た が, B 細胞分画よ り T 細胞 をほ ぼ完全
に除く と N W S M刺激に よ る免疫 グロ ブリ ン(im m u no-
globulin, 以下Ig) 産生は極め て低く な り, T 細胞の
添加 に よ り著名に 増強される ことが明 らかと な っ た 川1 6)
ま た,P W M は新生 児1 7ト Ⅰ9)や ある種の免疫不全症4)の T
細胞サ プ レ ツ サ ー 活性 を強く誘導するが , N W S Mに は
そ の 作用が なく現在で は NW S M はrelativ ely T c ell
indepe nde nt B c ella ctiv ato r
1 3)～ 1 6)と考 え られ る に い
た っ て い る . B 細胞の IgpPC へ の 分化 に及ぼ す T 細胞
の 調節能 は P W M刺激系 で 広く 検討 さ れ て き た が,
N W S M刺激系での 検討は ほと ん どな い .
最近, K611e rと M ilstein ら20)21)に よ っ て 導入 され た
細胞融合法の 確立 に よ り, ヒ ト T 細胞表面分化抗原 に
向け られ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 が比 較的容易に 作 り出
され る よ う に な っ た
.
Reinher z2 2)2 3)らに よる O K Tシ リ
ー ズモ ノ ク ロ ー ナル 抗体は と 卜 丁 細胞の 機能 を異に す
る サ ブセ ッ トの 識別 を可能 に し, T 細胞サ ブ セ ッ ト機
能の 解析が よ り詳細 に 行な わ れ る よう に な っ た . こ れ
ら O K Tシ リ ー ズモ ノ ク ロ ー ナル 抗体の う ち O E T4 は
helpe r/indu c erT 細胞を, O K T 8 はs up pe r sso r/cyto-
to xic T 細胞 を識別 す ると さ れ て い る . O K T 4陽性細
胞は末楷 丁細胞の 50～ 60% を占め, P WM 刺激で は B
細胞 の Ig 産生 へ の 分 化 を増強 さ す 機能 を も っ て い
る2 4)2 5)
.
一 方 O K T 8陽性 細 胞 は, 末 梢 丁 細 胞 の
20～ 30% を占め, P W M刺激に よ るIg産 生に 対 して は
ヘ ル パ ー と して の 作用 はな く, サ ブ レ ツ サ ー 細胞と し
て働 く こと が知 られ て い る26). さ ら に , O K T 8陽性細
胞の サ プ レ ツサ ー 活性発揮に は O K T 4陽性細胞 の存在
が必 要で ある こ とが 明 らか とな っ た2 7)2 8)
. 本研究で は,
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O K Tシ リ ー ズ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を用い て,成人末輸
血か ら O K T 4陽性細胞及び OK T 8陽性細胞 を分離,
N W S M及び P W M刺激系で のIg 産生 に 及ぼ す T 細
胞サ ブ セ ッ ト の調節能 に つ い て比較検討 した . 同時 に ,
P W M で前処理 した T 細胞サ ブセ ッ トを P WM 刺激培
養系 に移 し, その 機能 の解析も行 っ た.
対象お よ び方法
1 . 対象お よ び方法
健康成人末梢血 は, 当教室の 男子 医局員 よ り採取 し
た. 静脈血よ り ヘ パ リ ン 加採血, リ ン 酸緩衝液生理食
塩水(pho sphate -buffer eds alin; P B S)に て 2倍 に希
釈 し, こ れ を Fic ol トHypaqu eLymphpr ep, Nyega a rd
& Co. Oslo, No r w ay) 上に静か に重層 した. 4
0
C,
400 G 20分間遠心後, 中間層に得 られ た リ ン パ 球 を マ
イ ク ロ ピペ ッ トで 採取, P B S に て 3回洗浄 し, R P M I
1640培地(GI B C O)に 再浮遊 した. トリ バ ン プ ル ー 法
に よる 生細胞率 は 98%以上 で あ っ た .
2 . T 細胞, B細胞 の分離
丁細胞 は, 未分画 リ ン パ 球 を ノイ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処理
ヒ ツ ジ赤血球 (以下N-S R B C) で E ロ ゼ ッ ト形成後,
Fic olトHy paqu e比重遠心 を行い , pe11etより T 細胞に
富む分画 と して 分離 した . B 細胞は, 中間層 よ り マ イ
ク ロ ピペ ッ ト に て採取 した .
す なわ ち, N
-S R B C は,洗浄 した S R B C(1×109/ml)
に P B Sに て 30倍希釈 した ノイ ラミ ニ ダ ー ゼ(Behring-
w e rke)10単位/mlを加 え, 37
0
C, 30分間処理後, P BS
で 3 回洗浄, 2 ×108/ml に 調整し使用した . リ ン パ 球
浮遊液 (1 ×107/ml) と N -S R B C(2 ×108/ml) をそ
れ ぞ れ数本 の試験管に 0.5mlずつ 分注 し, さ ら に ウシ





C お よ び 4
0
Cに て S R B Cで
吸収)を 0.5 ml を加 え, 200 G, 5分間遠心 し, そ の 後
60分間室温 に て静置 した. 静置後, 2 ～ 3本の試験管
分の pellet を 1本と して再浮遊 し, Fic ol トHy paqu e上
に 重層後, 4
0
C で 400 G, 20分 間遠 心 し, 中間 層と
pellet に 分離 した. 中間層よ り得 た非 ロ ゼ ッ ト形成細胞
を P B S で 2回 洗浄後, さ らに もう 一 度同様の 方法で ロ
ゼ ッ ト形成を行 い, 再び Fic o11-Hy paqu e比 重遠心 し
た.
遠心後, 中間層の 非ロ ゼ ッ ト形成細胞 を採取 し, こ
の 細胞 を B細胞 と して 実験 に 用 い た. B 細胞中の E ロ
ゼ ッ ト 形 成 (以下N - R F C) は 0.5%以下 で あ り,
30～ 48%は エ ス テ ラ ー ゼ陽性の 単球 であ っ た . 一 方,
T 細胞 に 富 む pellet は, 10%F B Sを含 む R P M I 1640
で静か に再 浮遊 した後, 再び Fic olトHypaqu e比重遠心
を行 な い , さ ら に T 細胞 に 富む pelet と した . 遠心後,
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pellet に0.84%N H.C ト トリス 顔衝液 を加 え, 混入 して
きた . N -SR BC を完全に溶血さ せ た後, P B Sに て 2回
洗浄, R P M I 1640培地 に 再浮遊 した. こ の よう に 得ら
れ た T 細胞は, 94～ 98% 以上が N -S R B C と Eロ ゼ ッ
トを形成 し, 螢光抗体法に て 算定 した細胞表面Ig 陽性
細胞 の痕入 は 0,5%以 下 で あ っ た
4 . モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 に よ る T 細胞サ ブセ ッ トの
分離
ヒ ト T 細胞サ ブ セ ッ ト を分離す るた め, モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗体 はオ ル ソ社製 O K T 4 および O K T 8 を使 用 し
た
.
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 と補体 を用 い た細胞融解法 に
より, T 細胞の 内お互い に 相反す る サ ブ セ ッ トを 除去
し, O K T 4陽性あるい は O K T 8陽性細胞 に 富む 分画
を得た . す な わ ち, R P M I 1640 で 3～ 5×10¢/ml に再
浮遊 した未分画 丁細胞 に ,1/200 の濃度の O E T4 ある
い は O K T 8 を加 え30分間室温 に て静置す る. さら に ,
補体 と して - 80
0
C で凍結 して ある家兎血清を細胞浮遊
液 に 1/10量カロえ, 37
0
C45分間反応 さ せ た. 反応後,
R P M I 1640 にて 2回洗浄, 死細胞等 に よ る凝集塊 を除
去 して, R PMI 1640 で再浮遊 した . 同様の 操作 を 2 回
繰 り返 した .
蛍光標識抗 マ ウ ス IgG ヤギ血清(以下, G/M FITC
Cappel Labo r ato rie s,Inc ., Co chranville, P A) 使用
に よ る間接螢光抗体法で検定 す る と, O K T 4 で処理 し
た分画中に は 80～ 88%が O E T 8陽性細胞, O E T 4陽
性細胞は 3%以下であっ た. 一 方 O E T 8で処理 した分
画中に は O E T 4陽性細胞 は8 5～ 93%, O K T 8陽性細
胞 は 3%以下で あ っ た . こ の よ う に し て得 られ た細胞
の内 O K T 8 で処理 したも の を O K T 4陽性細胞, OK T
4 で処理 したも の を O K T 8陽性細胞 として使用 した.
5 . 培養条件
細胞培養は, い ずれ も, L - グル タ ミ ン(0.3m g/ml),
ペ ニ シ リ ン(200U/ml), ゲン タ マ イ シ ン(10〟g/ml),
10% 非動化F B Sを 含 む R P M I 1640培地 に て 行 い ,
13×100m m の プ ラ ス チ ッ ク培養試験管 (No . 2027,
F alc o nPla stic, 0Ⅹnard, C A) 中で 培養し た. P W M
(GI B C O)は 5JLl/ml の 至適濃度で , N W S M は Dr･ R･
Cio rba ru(Pa ris -Sad, Orsay, Fr a n c e)よ り提供さ れ
た Lot1460 を 50p g/ml の至過渡度で培養 に 用 い た.
N W S Mの 滅菌は, 80
0
C で 3分間加熱後, 2分間ソ ニ ケ
一 夕 ナ 処理 に て行 っ た . 培養 は 炭酸 ガ ス 培養恒温器
(37
0
C, 5%C O2) 中で 7日間培養 した .
6 . P WM に よる T 細胞 サ ブ セ ッ トの処 理
10%F B S加 R P MI1640に て 1 ×10
6/mlに 浮遊 した
O K T 4陽性細胞及び O E T 8陽性細胞 に, あら か じ め
P W M を 5〟1/ml を加 え12時間培養 した ･ 培養後,
R P MI 1640培地 に て, 300 G, 10分間2 回洗浄 し, こ
棚
の よ う に して 得られ た T 細胞サ ブセ ッ トを P W M前処
理細胞 と して使用 した .
7 . 免疫 グ ロ ブ リ ン産生細胞の 検出法
B細胞 より P W M及び N W S M で誘導されるIg- PC
の 検 出は, Ke a r ny30)らの 方法に 従 い , 螢光抗体法で 細
胞質内Ig を染色 す る こ と に よ り 行 っ た . 培養後, 回収
さ れ た 生細胞数 を算定, P BSに て 2回洗浄, 細胞 を
P B S で 1×106/mlに 調整 し, ス ライ ド グラス 上に 塗抹,
直 ちに 冷 風下で乾燥 し た. そ の 後, 5% 氷酢酸加工 タ
ノ ー ル で T200C, 20分間固定 し, P B S でス ライ ド グラ
ス を 十 分洗浄 後, FI T C標識 家兎抗 ヒ トIg 血 清
(polyv ale nt;IgM +IgG+IgA, Behringw e rke, A.
G. , P BS で 20培 に 希釈 して使用)で 30分間染色 した.
細胞内Ig 陽性細胞は , 螢光顕微鏡下で少な く と も 500
ケ以 上 の 細胞を観察 し, そ の 中の 百分率 を算定し た.
Ig-P C数は, 細胞 内Ig 陽性細胞の 比率 と回 収さ れ た生
細胞数 よ り算出 し, 絶対数と して表 わ した .
8 . 培養上 清免疫グロ ブ リ ン量 の 測定
Ig 産生細胞 が培姜液中に 分泌す る Ig 量 の測定の た
め , 7 日間培養 した細胞 の 培養上清を細胞の 螢光抗体
法を行 う前 に , 200 G, 5分間遠心 で 回 収 し, 回収され
た 上 帝は - 20
O
Cに て保存 した. 測定 は,IgM ,IgG に 関
して行 な い , 沢井, 右 田 ら31)32)が 開発 した ラ テ ッ ク ス 近
赤外比濁法 (late x photo m etric im m u n o a ss ay 以下
L PIA)を使用 した. L PI A は均 一 な 直径 の ラ テ ッ ク ス
粒子 に 純度 の高 い 抗体 を感作 し てお き , 抗原 を含む試
料に 加 えて抗原抗体反応 を起 こ させ , ラ テ ッ ク ス が凝
集す る際 に 近赤外部(0.9〟 m) の 光の 透過度 が低下す
る こ と を利用 して抗原量 を定量 す る方法 で あ る. 培養
上 清中の Ig量 の 測定 に あ た っ て は,Ig量 の 標準曲線の
作製 を行い , 測定す る リ ン パ 球上 清の L PI A よ り得ら
れ た値 を plot す る こ と よ り求 め られ た .Ig童の標準曲
線 を作成 す る た め に , 多用 途 日本 人 標準血 清 (QS,
Ho e chstJapa n) 150jLl を 10%F B S加 R P M I1640培
養液 で倍 々 希釈 し, 21 9倍ま で の 希釈系列 を作 っ た . そ
れ ぞ れ 0.6 ml と 0.1%ラ テ ッ ク ス 試薬(抗 ヒ トIgM ,
IgG 家兎抗体感作)1 血 を キュ ベ ッ トに 入 れ, 直ち に ,
円形 ス タ ー ラ ー で 攫絆 しながら 0.9/Jm の 波長 の 光の 透
過度 の 変化 を測定 した . B 細胞の み あ る い は B 細胞 と
O K T 4陽性細胞の 組み合 せ の 培養上 清は 2倍希釈, そ
れ 以外 の培養上清は 3倍希釈 と し,0 ,6 mlず つ IgM ,
IgG の 測 定に 供 した . こ の 方法 で IgM は 50 ～ 10.000
ng/ml, IgG は 10～ 1,000ng/mlの 範囲 内の 測定が可
能で あ る ( 図1, 2)
成 績
1 . T 細胞サ ブセ ッ トの B 細胞分化に 及 ぼす ヘ ル パ
ヒ トT 細胞 サ ブセ ッ トに よる免疫グ ロ ブ リ ン 産生の調節
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Fig.1, Sta nda rd c u rv efo rIgM deter min atio nby
the r ate m ethod of late x photo m etric im m u n o･
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Fig. 2. Sta nda rd cu r v efo rlgG dete r min atio n by
the r ate m ethod of late x photo m etric im m tln O-
a ss ay(L PI A).
一 能
→ 走 の 濃 度: 5×105の B 細 胞 に 1.25～ 10×105
0 K T 4陽性細胞 あ る い は O K T 8陽性細胞 を加 え,
P W M及 び N W S M存在下で 7 日間培養し, 出現 す る
Ig
- P C数の 算定と 培養上清中IgM , IgG に つ き比 較検
討 した. 図3, 4の A, B に 示す よう に B 細胞単独培
養 で は N W S M 及 び P W Mい ずれ を添加 しても有意の
Ig-PC の 出現 及 びIg(以 下出てく る Ig はす べ てIgM ,
IgG を意味す る)産 生は み られ な い . 図3, 4 の A に
示 す よ う に N W S M刺激系で は B 細胞 に O K T4 陽性
細胞あ る い は O K T 8 陽性細胞 を添加す る と, い ずれも
添加量に 比 例 してIg-P C妻軋 Ig 産生 量 は増加 し た. こ
の よう な免疫 グ ロ ブリン 産生補助効果は O K T4 陽性細
胞が O K T 8陽性細胞 に 比 べ Ig-P C数で は 2倍, Ig産
生童で は 3倍以 上 の 有意の 差 を認め た . 他 方, 図 3,
4 の B に 示 す よ う に P W M刺激系では O K T 4陽性細
胞の み が B 細胞の 分化 に 対し て ヘ ル パ ー 活性 をも っ て
い た . 0ⅠくT 4陽性細胞1.25～ 2.5× 105の 添加 で は, Ig
-P C及 び Ig 産生 量 は 増加 を示 す が, 2.5×105以上 の
O K T4 陽性細胞添加 ではIg-P C及びIg 産生量は減少
































Fig. 3. A bility of O K T 4
+
o r O K T 8+ c ells to
a ugm e nt N W S M
-
O r P W N-indu c ed B cell
diffe re ntiatio n. 5×105 B c e11s w e re c ultu r ed alo n e
Or with gr aded n u mbe rs of O K T 4
+ (●→ ) o r
OK T 8+ (0一つ)in the pr e se n c e of N W S Mo rP W N
fo r7 days. Subs eqently, C ultu re s w e r eha rv e Sted,
a nd the n u mber of Ig
-PC per c ultu r e w a s
en u m e r ated.
PC 数及 びIg 産生量 はみ られ なか っ た .
2 . T 細胞サ ブ セ ッ トの B 細胞分化抑制効果
2.5×105 B 細胞と 2.5×105 0 K T 4陽性細胞の組み
合せ を作成, この 組み合せ に O K T 4陽性細胞あるい は
O K T 8陽性 細胞 を そ れ ぞ れ 1.25～ 5.0×105加 え,
P W M 及 び N W S M存在下で 7 日間培養 しIg- P C数
及び Ig 産生量に つ き比較検討 した. 図5, 6 の B にみ
られ る よ う に P W M刺激系で は O K T 8陽性細胞 を添
加す る とIg -P C数及び Ig 産生量 は減少す る. OK T 4
陽性細胞添加で は有意 な低下は み られ なか っ た . 一 方 ,
5 , 6 の Aに 見られ るよ うに NW S M刺激系で は O K T
4陽性細胞及び O K T 8陽性細胞い ずれの添加に よ っ て
も抑制は み られ ず, む し ろ増加す る傾向に あ っ た .
3 . N WSM 刺激 に より誘導さ れ る B 細胞分化に 果
た す P W M前処理 丁 細胞サ ブセ ッ トの効果
細胞濃度 :1×106/mlの O K T 4陽性細胞 と O K T 8
陽性細胞 をあ ら か じめ PW M で 12時間培養 し P W M
前処 理 細胞 を作 成, 未 処 理 B細 胞 と 組 み 合 わ せ
NW S M存在下で 7 日間培養,Ig- P C数とIg 産生量 に
つ き検 討 した. 表1, 2 に み られ る よう に あ ら か じめ
P W Mで 前処理 した O K T 4陽性細胞と B 細胞の 組み
合せ た場合 の Ig-P C数及 びIg産生畳も, 未処理 O K T
4 陽性細胞 と B細胞 の 組み 合せの 時に 比べ 有 意の 差は
なか っ た
. し か しそ れ ぞれ の 組 み合せ に 未処理 O E T 8
陽性細胞 ま た は P W M前処理 O K T 8陽性細胞い ずれ
か を添加 す る こ とよ り,P W M前処理 O E.T 4 陽性細胞
との培養系で は著名 に Ig -P C数及 び1g 産生量 は減少
した . 一 方未処理 O K T 4陽性細胞 との 培養系で はIg -
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Fig. 4. Experim ental c o nditio n s w e re s am e a s sho w nin Fig･3･ A bility
of
OK T 4十 or O K T 8
+
c e11s in N W S M- O r P W N-indu c ed productio n of












Fig. 5. E ffe ct of ad ded OK T 4
+
o rO K T8+ cells o n
the ge n e r ation of Ig
- P C by B plu sO K T4
+
cellsin
N W S M- O r P W N- Stim ulated cultu re s. T he
sta ndard cultu re c o ntain ed 2.5×10
5 B c ells a nd 2･
5×105 0 KT 4
+
c ells in addit on to N W S Mo r
P WN. To this syste m wer e added gr aded
n u mbe r s of O K T 4+(● 一)or O K T 8
+(C卜○). A fte r
7 days, C ultu r es w er ha rv e Sted, a ndthe n u mber
of Ig-P Cpe r c ulture w a s e n u m er at d･
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Fig･ 6･ Expe rim e ntal c o nditio n s w e re s a m e a s show nin Fig.5. Efe ct of
added O K T 4十 c ells o rO K T 8+ c ells o ntheim m u n oglobulin produ ctio nby B
plu sO K T 4
+ c ellsin N W SM - O rP W M-Stim ulated c ultu re s.
Table l. O K T 8十 c ells s up pr e ssN W S M-indu c ed Bcell differ e ntiatio nin c o11abo r atio n with P W M_




Cellc o mbin atio na A d ded OKT 8十 cells 恕1鑑三覧写gdPer p valu esb
No n e
B十 u ntr e ated O K T4+ c ell Untr e ated
P W M-pr eStim ulated
14.0±1 .9
13 .8±1 .4 NS亡
12,8±2.O N S
B±P W M-pr e Stim ulated
O K T4+ c ells
No n e
Untr e ated





a T he sta nda rd cultur e s c o ntained 2.5 ×105 B c ells a nd 2.5×105 0 K T4+ c ells, u ntreated or PW M-
pr estim ulated, in addito nto N WSM . Tothe s e syste m s w er e added 5× 105 0K T8
+
c elIs, u ntr e ated o r
PW M-Pr e Stim ulated･ A fter7 days, C ultu re s w e r ehar v e sted･ a ndthe?u mbe rof Ig-PC per c ultu re w a s
determin ed･ Data represent the m e a n(±S E M)of fiv e s epa r ate e xperl mentS.h Co mpa red with c o ntr oIc ultu r e s c o ntaining B andu ntre ated O K T4+ cells.
ぐ N S, n Ot Signific a nt.
d Cells w er eprein c ubated with P W M for12 hT 37
0C .
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Table 2. O K T 8
+
c ells s up pr e ssN W S M
-indu c ed im m u n oglobulin pr odu ctio nin c o11abor atio n with
P W M-pre Stim ulated O K T 4
+
c ellsa




B+u ntr e ated O K T4
+
c ell Untr e ated
P WM-pre Stim ulated
B+P W M-pr e Stim ulated
O K T 4+ cells
No n e
Untr e ated
P W M-pr eStim ulated
Ig-Co n c e ntr atio n(ng/ml)
h
IgM IgG
a Allothe rs expe rim e ntalc o nditons w er e s a m e a s
sho w nin Table l･
h Ig a m o u nts(ng/ml)of co･C ultu r e super n at nt w e r e e Valu ated bylate xp
hoto m etricim m u n o a ss ay ･
Pre stim ulated






With P W M
r㊥ク
SU PP R ESS10 N
N WSM
SyStem
NOSU PPRE S SIO N
untre ated
Fig.7. M odelsho wing po ssible c elularinte r a ctio n
betw e enT c ells ubsets in the de v elopm e nt of
Sup pr e SS O r a Ctivity･
結果は NW SM 刺激 B細胞分化系に お い て も , P W M
前処理 O K T 4陽性細胞が存在すれ ばO K T8陽性細胞
添加に より B 細胞の Ig -P Cへ の 分化の抑制が み られる
こ と を示 す. つ ま り図7 に 示 す よう に , O K T 8陽性細
胞 のサプ レ ツサ ー 活性の誘導に は O K T 4陽性細胞が主
た る役割を演 じてお り,O K T4陽性細胞が P W Mで 刺
激さ れ てい れ ば, O K T 8陽性細胞 の サ プ レ ツ サ ー 活性
が 誘導され , N W S M刺激 に よ っ て 導か れ る B 細胞の
Ig
- P Cへ の 分化も ま た抑制さ れ る事 を示 す .
さら に 図 7 に 見られ る よ う に サ ブ レ ツ サ ー 活性誘導
に お けるイ ン デ ュ ー サ
ー と して働 い て い る PW M 前処
理 O K T 4陽性細胞 の放射線感受性 を検討 してみ た. 図
8に み られ る よう に あ らか じめ種々 の量 の放射線照射
を した P W M前処理 O K T 4陽性細胞と B 細胞 を組み
合せ, N W S M刺激 した場合の免疫グロ ブリ ン 産生細胞
数 をコ ン ト ロ ー ル と した. こ の コ ン トロ ー ル の組 み合
せ に O K T 8陽性細胞 を添加す る こ と に よ っ てみ られ る
B 細胞分化抑制が どう変 わ るか み た. ほ ぼ完全 に 2,000
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Irradiatio n Dos e(rads)
Fig. 8. Irradiation of P W N
-
pr e Stim ulated O K T 4
+
c ells sbrogate s sup pre ssio n of N W S M indu c ed B
c ell differ e ntiatio n m ediated by O K T 8
+
c ells. T he
contr oIcultu re([::コ)c o ntain ed 2.5×105 B c ells
a nd 2.5×105 P W N- pr e Stim ulated OK T4
+
c ellsin
ad dit o nto N W S M. P WNMpreStim ulated O K T 4+
c ells w er eirr adiated with vario u sdo s es(1000 r2,
000r ads)befo r c ultu r e. To this syste m w e re added
5×10
5
u ntr e ated O K T 8+ c ells (戯鮪).A fter 7
days, C ultu r e s w e reha rv e sted, a ndthe n u mber of
Ig
- P Cpe r c ultu re w a s e n u m er ated･ Data repre s-
e nt the m e a n(±S E M) of five s epa rate experi･
m ents.
化抑制は消失 した. これ は PW M 前処理 O K T 4陽性細
胞が放射線感受性の 細胞 で あ る こ と を示 して い る.
考 察
本研究 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体に よ っ て識別さ れ る ヒ
ト T 細胞 サ ブ セ ッ ト に よ る B 細胞 分化 の 調節 を
N W S M刺激系と P W M刺激系 にお い て比 較検討 した.
P W Mに よ っ て 誘導され る B 細胞の Ig-P Cへ の 分化は
T 細胞 の作用 に よ り調節 を受 ける現象である こ と は多
ヒ トT細胞サ ブ セ ッ トに よ る免疫 グ ロ ブ リ ン 産生の 調節
く報告の あ る と こ ろ で あ る
6ト 11)
. ま た と 卜 B細胞 は
N WS M刺激 でIgM , IgG, IgA の Ig-P Cへ 分化す る
こ とが 知られ て い る が, 最近で は N W S Mに よ っ て 導
か れる B 細胞の 免疫 グ ロ ブリ ン 産生が , T 細胞の 添加




示 した よう に T 細胞 を取り除い た B 細胞に 富ん だ分画
に対す る N W S M と P W M の Ig-P C,Ig 産生は い ずれ
も わずか で あ っ た が , 2つ の 刺激系 で の B 細胞分化 の
T 細胞 に 対する依存度に 関して 明確 な適い を見 出 した.
PW M刺激では他の 報告 に見 られる2 4ト2 7)ように O KT 4
陽性細胞に よ り B 細胞 の 分化は ヘ ル パ ー 活性 を示 した.
と こ ろが こ の よう な ヘ ル パ ー 活性は T 細胞の増加と と
も に 抑制傾向を示 した. こ の こ と は他の 報告に 見ら れ
る観察と 一 致 する も の で あ っ た2 7)3 3)
. 他方 P W M存在
下での O K T 8陽性細胞の 添加で は著名な ヘ ル パ ー 活性
は示 さな か っ た . P W M刺激系と対照的 に N W S M刺
激系では O K T 4陽性細胞ある い は O K T 8陽性細胞 ど
ちら に お い て も B 細胞の分化は増強効果 を示 し, こ の
増強効果 は O K T 4陽性細胞の ほうが O K T 8陽性細胞
を上 回 っ てい た . そ して こ の よ う な増強効果は P W M
刺激で み られ た よう な傾向はな く T 細胞増加 と共に 直
線的に Ig-P C数及 びIg産生量は増加傾向を示 した. こ
の 事に つ い て Bo n aらⅠヰ)も N W S M存在下で免疫 グ ロ
ブリ ン産生は B 細胞 に対す る T 細胞 の 比率を増 してい
く こ と に よ り強く み られ る こ と を報告し てい る.
さ らに P W M刺激系にお ける T 細胞サ ブセ ッ トの B
細胞分化 へ の 抑制効果 を明らか に す る た め, B細胞 と
O K T4 陽性細胞 の組 み合せ に O K T 8陽性細胞及 び
O K T 4陽性細胞を加 え混合培養する と,O K T 8陽性細
胞が O K T 4陽性細胞 の 存在の もと で B細胞分化 を強
く抑制 した. こ の 結果 は Reinhe r zら2 6), T ho m a sら2 7
の 報告と 同様の 結果で ある. また O KT 4 陽性細胞存在
で の O K T 4陽性細胞は B 細胞の 分 化 を増強さ せ た.
P W M刺激系と対照的に N W S M刺激系での B 細胞分
化は O K T 4陽性細胞ま たは OK T 8陽性細胞 どち らの
添加 に お い て も抑制効果はみ ら れ な か っ た . この 結果
は Bo n aら1 4)の 行 っ た 実験結果 と 一 致 す るも の で あ っ
た
.
こ の よ う な結果よ り抑制 丁細胞の prec u rs o rの 満
･
性化に 関 して は P W Mに は見 られ る が, N W S Mで は
その よう な作月∃が な い と い う こ とが 示 唆さ れ た.
そ こ で あ らか じめ P W M で誘導さ れた T 細胞サ ブセ
ッ トを N W S M存在下で未処 理 丁 細胞サ ブ セ ､ソ トと混
合培養し, B 細胞分化に 与える 影響 を検討し た. その
結果,B 細胞と 未処理 O K T 4陽性細胞 あるし ゝは P W M
前処理 O K T 4陽性細胞 によ る培養で は免疫 グロ ブリン
産 生に 差 は なか っ た . しか し, B 細胞と未処理 O K T4
陽性細胞 の 組 み 合せ に 未処理 あ る い は P W M前処理
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O K T 8陽性細胞 を添加 した 時よ りも, B細胞 と P W M
前処理 OK T4 陽性細胞の 組 み合せ に 同様の O K T 8陽
性細胞 を添加 し たほ う が著名な免疫グ ロ ブ リ ン 産生の
抑制 を示 した. この よう な抑制は P W M前処理 O K T 4
陽性細胞 を 2,000 Rad の 放射線照射する こ と に よ りほ
ぼ完全に 消失 した, 以上 の こ と より O K T 8陽性細胞に
よ っ て誘 導さ れ る B 細胞分化 の 抑制 に は少 な く と も
P W Mの よう な刺激に よっ て OK T 4陽性細胞が活性化
されてい るこ とが必 要であることが示唆され, この P W M
で活性化された O K T 4陽性細胞は放射線感受性である
ことが わか っ た
.
この事 に つ い て, T ho m a sら2 7)は P W M
刺激系 で の B 細胞分化の O K T 8陽性細胞 に よ る抑制
作用 に は放射線感受性の O K T 4陽性細胞の 存在 が必
要で ある と 報告して い る.
これ ま で の 実験結果よりin vitroで の B細胞分化の
抑制作用 に は OK T 4陽性細胞と O E T 8陽性細胞の T
細胞 の細胞間相互作用 が必要で あり, e借e cto r細胞と し
ての O K T 8陽性細胞 はindu c e r細胞と して の O K T 4
陽性細胞 の 存在が あ っ て初めて B細胞分化の 抑制作用
を示 す こ とが わ か っ た .
結 論
relativ ely T c ell indepe nde nt B c ella ctiv ato rで
あ る NW SM を使用 し, T c ell depe nde nt B cell
a ctiv ato rで あ る P W M と, モ ノ クロ
ー ナル 抗体 O K T 4
と O K T 8に より識別され る ヒ ト T 細胞サブセ ッ トによ
る B 細胞分化に つ き比較検討 し, 以 下の 成績 を得 た.
1 . T 細胞 サ ブセ ッ ト添加に よる , マ イ ト ジ ュ ン の
比較検討 を行 っ た所, N W S M刺激系で は O KT 4+細胞
及 び O KT 8
+細胞 どちら の 添加に お い て も免疫 グロ ブリ
ン 産生は増強 した. 他方,P W M刺激系で は O K T 4+細
胞 の 添 加 で は 免疫 グ ロ ブ リ ン 産生 は 増強 し た が ,
O KT 8
+細胞添加で は著名 な免疫 グロ ブリ ン産生 はみ ら
れ なか っ た .
2 . N W S M あ るい は P WM 刺激系に お ける T 細胞
サ ブ セ ､ソ トの 抑制効果 を検討 した所, P W M刺激系で
は,O K T4
+ 細胞添加 に よ り免疫 グロ ブリ ン産生 は増強
し ,OK T 8
十 細胞添加で は著明 な免疫 グ ロ ブリ ン 産生の
抑制を ,]tし た . P W M と は対照的に N W S M刺激系で
は,O K T4十細胞及 び O K T 8十 細胞と も に 免疫 グ ロ ブ リ
/ 樺
′
トカ 増弓乱 抑制 はみ ら れ なか っ た .
3 . P W M前処理 丁 細胞サ ブセ ッ トを N W S M培養
系に 移し B 細胞分化 を評価 し た. B 細胞 と P W M前処
理 O K T 4十細胞の 組 み合せ に OK T 8+細胞 を添加 す る
と,B 細胞と 未処理 O E T 4+細胞の組 み合せ に O K T 8+
細胞 を加え た時よ り免疫 グ ロ ブ リ ン産生は著名 に 抑制
され た . ま た この よ う な抑制は P W M前処理 O K T.4
+
144 上
細胞 を放射線(2,000 Rad) 照射す る こ と に よ り完全 に
消失した .
以上 P W M と異なり NW S M はヒ ト T 細胞サ ブセ ッ
トの サ ブ レ ツサ
ー 洒性 を誘導で き な い が, O K T 8+ サ ブ
セ ッ トは N W S M刺激系に お い て も P WM で前処 理 し
た O K T 4+ サブ セ ッ トの存在下で免疫グロ ブリ ン産生に
対 し て 抑制的 に 働 く. こ の こ と は O K T 8
+細 胞 は
O K T 4+細胞と の細胞間相互作用に よっ て は じめてその
サ プ レ ツ サ ー 機能を発揮す る と考 え られ る . ま た細胞
間相互作用 に は少な く とも OK T 4
+細胞が P WM に よ
る刺激 に よ っ て 活性化 され る こ とが必要と考 えられ た･
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T Cell Subsets, CellularIntera ctio n
A bstract
Tw o distinct hu m a n T c e11subs ets, O K T 4
+
and O K T 8
+
c e11q rich populatio n w e r e n egativ ely
SeParated by c omplem ent- m ediated cytolysis with t he use of m o n o clo nal O K T 4(helpe r/indu cer)
and O K T8(sup pr eso r/cytoto xic)antibodies. Regulato ry functio n of the s eT c ellsubs ets o nthe
d ifferentiatio n of Bcells into im m u n oglobulin -PrOdu cing cells(Ig-P C) w as a sse sed in N bc a rdia
W ate r S Olub le mitogen(N W S M)- and poke w ed mitoge n(PW M)-Stimulated c ultu r e s. T he syn -
the sis and sec r etio n of im m unoglobulin(Ig)by B c e11s in cultu res stim ulated with N W S Mo r
PW M w ere ev alu ated by enu mer ation of intracytoplas mic Ig-PC u sing a dir ect im m u n oflu o r es-
Cen C e m ethod and by qua ntita io n of Ig r ele a s ed into c ultu resupe rn at nt in alatex photom etric
im m u-n Oa SSay.
Helper activity ofea ch Tc ells ubs et w as me a su red a st he ability ofad ded Tc ellsto r esto re the





subsets, When ad ded back to a utologo us B c ells, m a rkedly e nha n c ed the ge n e r atio n of
IgqP Co rthe production of Ig･ In the P W Msyste m , O nly t he O K T 4
+
s ubs et pr o vided effic e nt
helpe r a ctivity for B c elldifferentiation;the O K T 8
+
subs et c o uldn ot. Sup pre ss o r a ctivity w as
e valu ated asthe capa city ofad ded T ce11sto depressIg-PCge n e r ation o rIg produ ctio n by B c ells









When ad ded to a mixtu r e ofa utologou sB a nd OK T 4
+
c ells, SuP PreSS ed t he ge n e r-





subsetssho w ed a ny ap pr e ciable s up pre ssio n on B c ell diffe re ntiatio n.
Ce11ula rinteractio nbetw e e n O K T 4
+
a nd O K T 8
+
cells in sup pre s sio n B c ell diffe re ntiatio n
W aS a nalyzed in the N W S M-driv e n syste m with the u se of PW M- Pr e Stim ulated Tc ells ubs ets . T he
ge n e r atio n of Ig-P Co rt he produ ctio n of Igby B cells with the elp ofu ntr e ated O K T 4
+
c ells
W a S nOt affe cted by furthe r ad ditio n of O K T 8
+
c ells･ =o w e v e r
,
the ge n e ratio n of Ig-PC or the
Pr Oduction of Ig wit h t he help of P W M･Pre Stim ulated O K T 4
+
c ells w a sdepr e ss ed to a simila r
e xte nt bythe ad dit on ofO K T 8
+
c ells.
T hes e re sults ind ic ated that NWS M by itselfdidn ot a ctiv ate sup pr es so rT c ells, but that




Whe n used in com bin ation with P W M-Pre Stim ulated O K T 4
+
c ells, W e r e able to
e xe rt s up presso r effe ct o n B c ell diffe r e ntiatio n a nd also that P W M-PreStim ulated O K T 4
+
cells
had a pivotalroleint he expre ssion ofsup pr ess o ra ctivity by O K T8
+
c ellsin thissyste m .
